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【摘 要】目的：探讨TRB3(Tribble3)在糖尿病大鼠心肌组织中的表达及与心肌细胞凋亡和间质纤维化的相关性。方法：24只 

sD雄性大鼠随机分对照组 12只，糖尿病组 12只。建立糖尿病大鼠模型，成模 8周后，检测空腹血糖和糖化血红蛋白，HE染色 

观察心肌组织病理改变，Masson染色观察心肌组织间质胶原含量，Tunel观察心肌细胞凋亡情况，荧光定量PCR、Western blot分 

别检测心肌组织TRB3 mRNA及蛋白水平的变化。结果：与对照组相比，糖尿病组大鼠空腹血糖及糖化血红蛋白水平明显升高 

(P<0．O1)；心肌细胞排列紊乱，肌纤维溶解、萎缩、断裂，炎症细胞浸润；间质胶原表达增加(P<O．O1)；心肌细胞凋亡明显增多 

(P<0．01)；心肌组织TRB3 mRNA及蛋白水平表达升高(t9<0．01)。相关性分析显示，TRB3蛋白表达与心肌细胞凋亡成正相关 

(r=0．668，P<0．05)，与间质纤维化程度成正相关(r=0．595，P<0．05)。结论：糖尿病大鼠心肌组织中TRB3 mRNA及蛋白表达增 

多。TRB3可能通过促进心肌细胞凋亡，增加间质纤维含量参与糖尿病心肌病的发病机制。 
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【Abstract】Objective：To explore the expression of Tribble3(TRB3)in diabetic cardiomyopathy，and the relationship between TRB3 and 
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The changes of myocardium organization structure were observed by HE．Interstitial fibrosis was detected by Masson．Apoptosis of eat"一 

diomyocyte determined by Tune1．TRB3 of each group was tested by quantitative real time-PCR and Western blot separately． Results： 

Compared with control group，there were such chan ges in diabetes group as the disorder an d fracture of cardiocytes，and infiltration of 

inflammatory cells．There were more myocardial collagen content(P<0．叭 )and much more apoptosis of cardiomyocyte(P<0．叭 )in 

the hearts of diabetic rats．The expression of TRB3 in protein and mRNA was up-regulated(P<0．01)．Signi~ant positive correlations 

were observed between TRB3 protein and apoptosis (r=0．668，P<0．05)，and between TRB3 protein and interstitiial fibrosis(r=-O．595， 

P<O．05)．Conc／us／on：Th ere are obviously increasing ofprotein and mRNA ofTRB3 in diabetic cardiomyopathy．TRB3 may promote the 

development of diabetic cardiomyopathy by inducing apoptosis of cardiac myocyte and enhancing interstitial fibrosis． 

【Key words】diabetic dardiomyopathy；tribble3；apoptosis；interstitial fibrosis 

糖尿病心肌病是糖尿病慢性并发症之一，临床早期表现 

为心肌顺应性降低和舒张期充盈受阻引起的舒张功能不全， 

晚期以收缩功能不全为主，易发生充血性心力衰竭，其病理 

变化主要表现为心肌细胞的凋亡及心肌间质重构，其发病机 

制主要与代谢异常，氧化应激，细胞因子等作用有关，但具体 

机制仍不清楚。TRB3(Tribble3)是新近发现的哺乳动物同源 

基因，在信号通路中起脚手架蛋白的作用，广泛参与糖脂代 

谢、氧化应激和胰岛素抵抗，与糖尿病发病机制密切相关lll。 

最新研究显示：TRB3通过负向调节单核细胞趋化蛋白一1的 

表达参与糖尿病‘肾病的发病t21。Avery J等【研 究发现心梗模型 

大鼠的梗死区TRB3表达明显增高，转染TRB3到梗死区可扩 

大梗死范围，使心肌收缩力下降，表明TRB3是加重心肌病变 

的因素。因此我们推测TRB3可能参与糖尿病心肌病的致病 

过程。但目前国内外关于TRB3与糖尿病心肌病的研究甚少。 

本文以SD大鼠为研究对象，观察TRB3在糖尿病心肌组织中 

表达变化，以及其与心肌细胞凋亡和间质胶原含量的关系。 

1 材料和方法 

1．1 实验动物与造模 

8周龄的sD雄性大鼠24只，体质量 180． -200 g，由重庆 

医科大学实验动物中心提供，饲养于清洁级动物实验室、普通 

饮食喂养、自由饮食。24只 SD大鼠随机分成对照组 12只、 

糖尿病组 12只，普通饲料适应性喂养 1周后开始造模。柠檬 

酸一柠檬酸钠缓冲液配制 STZ(美国Alexis公司 )，浓度为 10 

mgml。糖尿病组大鼠禁食 12 h，腹腔一次性注射STZ溶液 

60 mg／kg；3 d后尾尖取血检测随机血糖。血糖>16．7 mmol／L纳入 

实验，而后两组大鼠均予以普通饮食喂养。成模 8周后，处死 

对照组 12只，糖尿病组 12只，留取血液及左心室标本。 

1．2 追模成功的鉴定 

1．2．1 血糖及糖化血红蛋白含量测量 血液标本送重庆医 

科大学附属第一医院检验科检测糖化血红蛋白。罗氏血糖仪 

检测各组血糖变化。 

1．2．2 HE染色 分别取对照组、糖尿病组左心室心脏组织， 

4％多聚甲醛固定，常规石蜡包埋，制片，HE染色，400×光镜 

下对 比观察，拍照。 

1．2．3 Masson染色 分别取对照组、糖尿病病组左心室组织， 

4％多聚甲醛固定，常规石蜡包埋，制片，Masson染色，光镜下 

观察心肌细胞呈红色或黄色，纤维组织呈蓝色，200 X光镜下 

对比观察，拍照，采用IPP6．0图像分析仪定量心肌胶原含量。 

1．2．4 原位细胞凋亡检测 (Tund) 分别取对照组 、糖尿病 

组左心室组织，4％多聚甲醛固定，常规石蜡包埋，制片，Tunel 

染色，光镜下心肌细胞胞浆呈无色或淡黄色，正常细胞核呈 

蓝色，凋亡细胞核呈棕色，400X光镜下对比观察，拍照。每张 

片子任选 5个视野，计算出每张片子凋亡细胞／正常细胞的比 

值为凋亡指数。 

l-3 实时荧光定量 PCR检测TRB3表达 

(1)总RNA的提取与纯度鉴定：Trizol(购自Takara公 

司)试剂提取组织总 RNA，紫外分光光度计检测 RNA并行 

RNA浓度检测和完整性鉴定。(2)总RNA逆转录成 cDNA： 

逆转录反应采用反转录试剂盒将总RNA逆转录成 cDNA第 
一 链。反应体系 10 1，37℃孵育60 min。逆转录试剂盒购自 

天根生物公司。(3)荧光定量 PCR：采用SYBR Green染料 

法。所有引物序列由(上海生工设计合成 )。目的基因 TRB3 

上游弓I物 5’一TGATGCTGTCTGGATGACAA一3’，—F游弓I物：5’ 

一 GTGAATGGGGAcrItI]rGGTcT一3’，产物长度 196 bp。内参基 

I B一-actin上游引物：5’一CCATGTTcGTCATGGGTGTGAAc— 

CA一3’，]游 弓l物：5’一GCCAGTAGAGGC—AGGGATGATGOTF— 

c一3’产物长度251 bp。反应体系为25 ，PCR反应条 2件： 

①94℃预变性2 min；②94℃变性 30 S；③55℃退火温度 3O s； 

④72℃延伸 1 min，40个循环；⑤72。c再延伸10 min。根据以 

下公式以ct值计算各基因的起始模板浓度：2-a&Ct『一△△Ct= 

(糖尿病组 TRB3Ct一对照组 TRB3Ct)一(糖尿病组 B—actin Ct一 

对照组 p—actin c1)]。 

1．4 Western blot检测 TRB3的蛋白水平表达 

将组织匀浆后，用RIPA强裂解液(购自碧云天)裂解组 

织匀浆产物，离心，吸取上清液，用BCA法测蛋白浓度。上样 

前将样品在 1o0 水浴中变性 10 min，每个加样孔中蛋白上 

样量为120 g。参照碧云天配胶试剂盒说明书指示，使用上 

层5％SDS聚丙烯酰胺凝胶浓缩胶，下层 12％分离胶进行电 

泳。电泳采用80 v恒压一跑到底的方法。将电泳后的凝胶转 

移至PVDF膜上，5％脱脂奶粉封闭37℃2 h，TRB3一抗 4℃ 

过夜，5％PBST洗膜，每次 10min，共3次，二抗使用山羊抗兔 

IgG 37％1 h，应用上述洗膜方法洗膜，ECL法发光，采用凝胶 
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间质重构。本实验以sD大鼠为实验对象建立糖尿病大鼠模 

型，成模8周后，糖尿病组大鼠心肌组织出现细胞排列紊乱， 

肌纤维溶解，断裂，炎症细胞浸润，间质胶原表达增多，小血 

管扩张，细胞凋亡增加。这些表现符合糖尿病心肌组织病理 

变化特点。 

TRB3是 1999年在果蝇体内发现的哺乳动物同源基因， 

参与调节应激反应，细胞生长，代谢过程等，在正常心肌组织 

中有少量的表达。TRB3基因定位于人类 20p12．2一p13，此位 

置同时含有糖尿病相关基因，提示TRB3可能与糖尿病的发 

病有关[41。Prudente S等 对高加索人TRB3基因多态性分析 

显示TRB3基因高表达可能是心血管危险事件发生的高危因 

素之一。但TRB3是否参与糖尿病心肌病的发病尚不清楚。 

在研究中，我们应用荧光定量 PCR及 Westernblot对 2组 

心肌组织TRB3 mRNA及蛋白表达进行检测，观察到糖尿病 

大鼠较对照组大鼠心肌组织 TRB3mRNA及蛋白表达明显增 

高，提示高糖可能激活心肌组织中相关信号通路，使胞核TRB3 

mRNA及蛋白表达增高，参与糖尿病心肌病的发病。我们对 

心肌组织TRB3蛋白表达与心肌细胞凋亡程度及间质纤维化 

程度进行相关性分析发现，TRB3蛋白表达与两者均成正相 

关，提示 TRB3可能通过促进心肌细胞的凋亡，增加问质胶原 

纤维的表达参与糖尿病心肌病的致病过程。 

我们的研究虽然观察到TRB3与糖尿病心肌病变的发病 

有关，但是机制尚不明确，结合国内外相关文献，我们推测 

TRB3可能通过以下机制参与糖尿病心肌病变：(1)胰岛素抵 

抗。有学者发现胰岛素抵抗是糖尿病心肌病的发病机制之 

一  

，胰岛素作用不足可导致心肌肥大、凋亡增加 、问质胶原 

增生、心功能不全等。有研究显示，TRB3是产生胰岛素抵抗 

原因之一_7l81。因此TRB3可能通过加重心肌组织胰岛素抵抗 

参与心肌细胞凋亡，间质纤维化过程。(2)转化生长因子 

TGFI31。糖尿病心肌组织中高表达的TGF~I是糖尿病心肌病 

重要的致病因子。最近两项对TGF[31与TRB3的关系实验发 

现【9】101，TRB3是 TGFI31上游调节因子，可以通过增加 TGFI31 

表达，稳定smads蛋白两种方式调节TGFI31信号通路。在心 

肌组织中高表达的TRB3有可能通过调控TGFI31信号通路 

参与糖尿病心肌病的发生。(3)内质网应激。内质网应激可介 

导心肌细胞的凋亡及心脏间质重塑，是糖尿病心肌病的发病 

机制之一[n,12l。TRB3作为内质网应激的效应蛋白之一，有可 

能被相关信号通路激活，参与内质网应激的所致的糖尿病心 

肌病变过程[31。 

本研究结果提示糖尿病心肌组织中高表达的TRB3可能 

通过促进心肌细胞凋亡，增加间质纤维含量参与糖尿病心肌 

病的发病过程。然而TRB3参与糖尿病心肌病发病的确切机 

制仍不明了。TRB3作为脚手架蛋白，与多种信号通路有相互 

作用，其通路中转作用不容忽视，相信随着研究的深入，TRB3 

有可能成为将来药物治疗的又一靶点。 
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